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基础 研究 


轴 抑 制 因 子 通 过 B-catenin 调控 MIMP7、MMP9 影 响 淋 巴 瘤 细 胞 


的 侵 和 和 袭 转移 


李 志 晋 , 叶 晶 珠 , 诬 丽 英 , 郑 马 亮 
中 国人 民 解 放 军 第 184 医院 血液 科 , 江 西 诀 潭 335000 


摘要 :目的 探讨 轴 抑 制 因 子 (AXIN) 通 过 B-catenin 调 控 MMP7.MMP9 对 淋巴 瘤 细 胞 侵袭 迁移 能 力 的 影响 。 方 法 用 RTPCR 和 
Western blot 法 观察 多 株 淋 巴 痛 细 胞 株 里 AXIN 、B-catenin .MMP7 .MMP9 的 表达 情况 ;选取 AXIN 相对 低 表 达 的 淋巴 瘤 细 胞 分 
组 瞬时 转 染 pCMV5-HA-Axin 和 pcDNA5-His-B-catenin 质 粒 , 采 用 RT-PCR 和 Western blot 法 观察 其 细胞 中 B-catenin、MMP7、 
MMP9 mRNA 及 和 蛋白 表达 变化 ;构建 稳定 高 表达 AXIN 的 淋巴 瘤 细胞 后 ,分 组 瞬时 转 染 AXIN-shRNA 和 B-catenin-shRNA 后 观 
察 B-catenin .MMP7、MMP9 mRNA 及 和 蛋白 变化 ;采用 Transwell 侵 袭 实验 观察 空白 处 理 对 照 组 稳定 高 表达 AXIN 组 ,干扰 AXIN 
的 稳定 高 表达 AXIN 组 细胞 侵袭 和 迁移 能 力 变 化 。 结 果 多 株 淋 巴 瘤 细胞 株 中 AXIN 与 B-catenin .MMP7、MMP9 表 达 呈 负 相 关 ; 
选用 AXIN 相 对 低 表 达 的 人 恶性 B 淋 巴 瘤 细胞 株 Raji ,过 表达 AXIN 后 发 现 AXIN 升 高 后 ,b-catenin .MMP7、MMP9 的 蛋白 表达 
降低 ,MMP7、MMP9 .p-catenin mRNA 未 变化 ; 当 过 表达 B-catenin 后 发 现 MMP7.MMP9 mRNA 和 蛋白 表达 升 高 ;另外 ,稳定 高 
表达 AXIN 的 细胞 中 干扰 AXIN,B-catenin .MMP7、MMP9 和 蛋白 表达 升 高 ,MMP7、MMP9、B-catenin mRNA 未 变化 ;稳定 高 表达 
AXIN 的 细胞 中 干扰 B-catenin, MMP7、MMP9 表 达 降 低 ;证 实 AXIN 通 过 B-catenin 调 控 MMP7、MMP9 影 响 淋巴 瘤 细 胞 的 侵袭 和 
迁移 。 结 论 在 淋巴 瘤 细 胞 中 升 高 AXIN 可 引起 B-catenin 表 达 下 降 , 进 而 MMP7.MMP9 表 达 下 降 ,抑制 淋巴 瘤 细 胞 的 侵袭 和 迁移 。 
关键 词 :AXIN;MMP7;MMP9; 淋 巴 瘤 ;B-catenin 


Overexpression of Axin inhibits lymphoma cell invasion and metastasis in vitro 


down-regulating B-catenin and MMP7/MMP9 


LI Zhijin, YE Jingzhu, ZHAN Liying, ZHENG Maliang 
Department of Hematology, 184 Hospital of PLA, Yingtan 335000, China 


Abstract: Objective To investigate that the role of Axin in regulating the invasion and migration ability of lymphoma cells and 
explore the molecular mechanisms. Methods The expressions of Axin, B-catenin, MMP7, and MMP9 were detected in 
different lymphoma cell lines by RT-PCR and Western blotting. A lymphoma cell line with low Axin expressions was 
transiently transfected with pCMV5-HA-Axin and pcDNA5-His-B-catenin plasmid, and the expressions of B-catenin, MMPY, 
and MMP9 mRNA and Protein were observed. A lymphoma cell model stably overexpressing Axin was transfected with 
AXIN-shRNA and B-catenin-shRNA, and the changes in B-catenin, MMP7, and MMP9 cexpressions were observed. The 
changes in the invasion and migration abilities of this cell model were assessed following Axin knockdown. Results In the 
lymphoma cell lines tested, the Axin expression showed a negative correlation with B-catenin, MMP7, and MMP9 expressions. 
In Raji cells with a low Axin expression, overexpression of Axin resulted in decreased expressions of B-catenin, MMP7, and 
MMP?9 at the protein levels but not the mRNA levels, and overexpression of B-catenin obviously increased MMP7 and MMP9 
mRNA and protein expressions. In the cells with stable Axin overexpression, Axin knockdown caused increased expressions of 
B-catenin, MMPY, and MMP9 at the protein levels but not the mRNA levels while B-catenin knockdown caused lowered 
expressions of MMP7 and MMP9 and suppressed cell invasion and migration. Conclusion In lymphoma cells, Axin 
overexpression can decrease the expression of B-catenin, which in turn decreases the expressions of MMP7 and MMP9 to 
inhibit the cell invasion and migration. 
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淋巴 瘤 是 起 源 于 淋巴 结 和 淋巴 组 织 的 恶性 肿瘤 , 占 


意义 。 轴 抑制 因子 (AXIN) 是 在 Fused 的 小 鼠 突变 株 


男性 恶性 肿瘤 发 病 的 第 9 位 ,女性 第 10 位 ,并 且 发 病 率 
每 年 平均 增加 ,为 发 病 率 增长 最 快 的 恶性 肿瘤 ,严重 威 
胁 着 人 类 健康 "。 因 此 ,研究 淋巴 瘤 的 侵袭 转移 具有 重 
收 稿 日 期 :2015-10-22 


作者 简介 : 李 志 晋 , 副 主任 医师 , E-mail: gastricz@163.com 
通信 作者 : 郑 马 亮 ,主治 医师 , E-mail: haoweipei104@163.com 


中 克隆 得 到 的 。AXIN 是 一 种 细胞 内 架构 蛋白 ,与 Wnt 
言 号 通路 的 活性 密切 相关 ”。AXIN 在 多 种 肿瘤 细胞 
中 呈现 低 表 达 ”“。 研 究 报道 在 正常 细胞 中 Axin 介 时 
B-catenin 磷 酸化 和 降解 ,使 Wnt 通 路 保持 低 活性 状态 。 
当 AXIN 表 达 下 调 时 ,就 会 使 B-catenin 不 能 被 有 效 磷 酸 
化 和 降解 ,而 在 浆 ( 或 核 ) 内 异常 蓄积 入 核 ,启动 许多 相 
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关 癌 基因 转录 ,影响 细胞 的 生物 活性 。 研 究 报 道 过 表 
达 AXIN 可 以 明显 抑制 肿瘤 细胞 的 侵袭 和 转移 ,然而 ， 
其 机 制 仍 不 清楚 。 目 前 研究 报道 MMPs( 基 质 金属 和 蛋白 
酶 家 族 ) 与 肿瘤 的 侵 秦 转 移 能 力 密切 相关 。 过 表达 
MMPs 和 蛋白 可 以 明显 促进 肿瘤 细胞 的 侵袭 和 转移 %。 
MMP7 .MMP9 是 基质 金属 蛋白 酶 家 族 中 的 重要 成 员 ， 
对 细胞 外 基质 包括 基底 膜 均 有 降解 作用 ,从 而 破坏 了 机 
体 防御 肿瘤 浸润 与 转移 的 能 力 ,增加 了 肿瘤 的 浸润 
性 ""。 最 近 有 研究 报道 AXIN 过 表达 下 调 B-catenin 可 
抑制 肺癌 细胞 侵袭 9, 但 AXIN 如 何 调 控 淋巴 癌 细 胞 的 
侵袭 转移 的 机 制 仍 不 清楚 。 在 研究 中 ,我 们 在 淋巴 瘤 细 
胞 中 改变 AXIN 的 表达 ,观察 MMP7、MMP9 的 表达 和 
淋巴 瘤 细胞 的 侵袭 和 迁移 能 力 的 变化 ,并 对 AXIN 调 控 
MMP7 和 MMP9 的 表达 的 机 制 进行 了 研究 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 材料 

人 淋巴 瘤 细 胞 株 Ramos、 Raji、 U937、 SNK-6、 
HUT78.Daudi 购 自 美 国 ATCC,o-MEM 培 养 液 和 胎 牛 
血清 购 自 美国 Gibco, Lipofectamine™ LTX and Plus 
Reagent 转 染 试剂 盒 购 自 美 国 Invitrogen,G418 购 自 北 
京 索 莱 宝 科技 有 限 公 司 ,TRIzol 试剂 .PrimeScript™ RT 
reagentKit with gDNA Eraser (Perfect Real Time) 和 
SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) 试 剂 盒 购 
自 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ,RIPA 裂解 液 购 自 北京 
普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ,BCA 和 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 
购 自 莫 云 天 生物 技术 研究 所 , 兔 抗 人 AXIN 、 
B-catenin .MMP7、MMP9 和 0 微 管 蛋白 (ao-Tubulin) 多 
克隆 抗体 购 自 美国 Proteintech, 山羊 抗 免 TgG( 二 抗 ) 购 
自 北京 中 杉 金 桥 生物 技术 有 限 公司 ,化 学 发 光 检 测试 剂 


表 1 PCR 引物 序 列 、 产 物 大 小 及 复 性 温度 


盒 购 日 北京 天 根 生 物 科 技 有 限 公 司 ;限制 性 内 切 酶 
BamH | Xho | Xba | ,TiDNA 连接 酶 ,pyrobest DNA 
聚合 酶 ,Dpn 工 酶 ,质粒 提取 试剂 盒 ,DNA 族 胶 回 收 试剂 
盒 ,一 步 法 RT 反 转录 试剂 盒 及 大 肠 杆 菌 DH5o 感 受 态 
细胞 购 自 大 连 宝生 物 公司 (TaKaRa) ;设计 的 AXIN、 
B-catenin 等 序列 及 相关 引物 由 上 海 生 工 公司 合 成 ; 
pCMV5-HA、pcDNA5-His 质粒 购 自 promega; 
AXIN-shRNA B-catenin-shRNA 购 自 上 海 吉 玛 制药 技 
术 有 限 公司 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 及 转 染 淋巴 瘤 细 胞 置 于 37 % CO: 体 
积分 数 为 5% 的 培养 箱 中 培养 ,用 含 10% 胎 牛 血清 的 
o-MEM 培养 液 换 液 传代 培养 。 选 取 AXIN 低 表达 的 
Raji 细 胞 后 , , 按 新 型 脂 质 体 Lipofectamine™ LTX and 
Plus Reagent 转 染 试剂 说 明 用 不 含 10% 胎 牛 血 清 的 
o-MEM 培养 液 进行 转 染 , 分 别 转 染 pCMV5-HA-Axin 
和 pcDNA5-His-B-catenin 及 共 转 ,设置 空白 对 照 组 ,于 
转 染 4~6 h 后 更 换 含有 10% 胎 牛 血 清 的 a-MEM 培养 液 
中 继续 培养 ,48 h 后 质粒 高 表达 期 提取 细胞 RNA 和 总 
和 蛋白。 在 稳定 高 表达 AXIN 的 Raji 细 胞 中 ,采用 相同 方 
法 及 分 组 转 染 干扰 质 质粒 。 

1.2.2 设计 引物 及 构建 pCMV5-HA-Axin 和 pcDNA5- 
His-B-catenin 质粒 根据 Genbank 的 基因 序列 设计 引 
物 ,具体 见 表 1。 提 取 人 淋巴 瘤 细 胞 Rajii 和 Daudi 中 的 
总 RNA, 以 总 RNA 为 模板 反 转 录 为 cDNA。 进 行 PCR 
扩 增 反应 ,利用 T4 DNA 连 接 酶 连接 B-catenin 全 长 片段 
与 pcDNA5-His 空 载体 ,连接 Axin 全 长 片段 与 
PCMYV5-HA 载 体 ,然后 将 连接 产物 转化 到 DH5o 感 受 态 
大 肠 杆菌 , 扩 增 后 抽 提 质粒 DNA , 酶 切 及 测序 验证 。 


Tab.1 PCR primers, product length and anealing temperatures 


Gene Primer sequence 


Product length(bp) Anealing Temperature 


Sence:5'-CTGGTGTCCTTGCTGATAC-3' 


AXIN 184 55.4 
Antisence:5'-TGTCTTGGTCGTTGTCTTC-3' 
Sence:5-ACCTGAGACTGGATGTAGAA-3' 
B-catenin 158 33 
Antisence:5'-GCTGGAATGACAACTGGAT-3' 
Sence:5-AGGCTCAGGACTATCTCAA-3' 
MMP7 276 51.9 
Antisence:5'-CCACTGTAATATGCGGTAAG-3' 
Sence:5-GGAAGATGCTGCTGTTCA-3' 
MMP9 210 57.8 
Antisence:5'-CCACCTGGTTCAACTCAC-3' 
Sence:5'-CATCACCATCTTCCAGGAG-3' 
GAPDH 213 56.1 


Antisence:5-AGGCTGTTGTCATACTTCTC-3' 
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1.2.3 构建 稳定 高 表达 AXIN 的 Raji 细 胞 取 对 数 生 
长 期 的 人 淋巴 瘤 细 胞 Raji 细胞 接种 于 6 孔 板 中 (2x 
10 细胞 /和 孔 ) , 竺 细胞 融合 度 为 70% ~80% 时 , 按 
Lipofectamine LTX and Plus Reagent 转 染 试剂 盒 说 
明 书 提供 的 方法 分 别 将 重组 载体 pCMV5-HA-Axin 质 
粒 和 阴性 对 照 载体 转 染 至 Raji 细 胞 。 转 当 48h 后 , 加 
入 1000 pg/mL 的 G418 进行 筛选 ,有 阳性 克隆 长 出 时 ， 
在 灾 光 显微镜 下 标记 后 挑 取 单 克隆 细胞 进行 培养 ,在 
96 孔 板 中 以 有 限 稀释 法 租 选 和 纯化 稳定 转 染 的 单 克 隆 
细胞 并 扩大 培养 ,培养 过 程 中 应 用 500 hg/mL G418 维 
持 培 养 。 严 光 显 微 镜 下 观察 租 选 后 各 组 细胞 绿色 迈 光 
蛋白 的 表达 情况 。 成 功 转 染 重组 载体 质粒 后 的 细胞 称 
pCMV5-HA-Axin-Raji, 
1.2.4 实时 荧光 定量 PCR 法 检测 各 基因 的 mRNA 表达 
水 平 收集 未 经 处 理 的 多 种 淋巴 瘤 细 胞 株 细胞 以 及 
过 表达 AXIN 或 B-catenin 的 Rajii 细胞、 干扰 AXIN 或 
B-catenin 的 稳定 高 表达 细胞 ,应 用 TRIzol 试剂 和 
PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time) 分 别提 取 各 组 细胞 的 总 RNA, 并 将 
其 反 转 录 成 cDNA 反应 条 件 :37 %C 15 min,85 °C 5 s)， 
随后 以 此 cDNA 为 模板 应 用 SYBR® Premix Ex Taq™ 
(Tl RNaseHPlus) 进行 PCR 扩 增 。PCR 反应 条 件 : 
95$s%C 30gs;95% SSs、60% 30 s, 共 40 个 循环 。 以 2 
值 表示 各 基因 mRNA 的 相对 表达 水 平 。 
1.2.5 蛋白 质 印 迹 法 检测 各 基因 蛋白 的 表达 水 平 ”收集 
未 经 处 理 的 多 种 淋巴 瘤 细 胞 株 细胞 以 及 过 表达 AXIN 
或 B-catenin 的 Raji 细胞 .干扰 AXIN 或 B-catenin 的 稳 
定 高 表达 细胞 ,用 RIPA 裂解 液 提取 细胞 总 蛋白 ， 
BCA 法 测定 蛋白 质 浓度 。 取 20 hg/ 乱 蛋白 质 进行 10% 
SDSPAGE, 将 电泳 分 离 后 的 和 蛋白质 转移 至 聚 偏 二 氟 乙 
烯 腊 上 ,用 含 5% 脱脂 奶粉 的 封闭 液 于 室温 下 封闭 1 h ; 
加 入 1:1000 稀释 的 抗 AXIN 和 a-Tubulin( 内 参照 ) 抗 
体 ,4 % 反 应 过 夜 ;TBST 

漂洗 3 次 ,加 入 1:10 000 稀释 的 辣 根 过 氧化 物 酶 
标记 的 羊 抗 免 或 羊 抗 鼠 IgG( 二 抗 ) ,室温 反应 1h;TBST 
漂洗 3 次 ,加 入 化 学 发 光 试 剂 显影 成 像 , 应 用 Image 
Lab 软件 进行 蛋白 条 带 灰 度 值 的 分 析 。 以 目的 和 蛋白 条 
带 的 灰 度 值 与 内 参照 a-Tubulin 蛋白 条 带 灰 度 值 的 比值 
表示 目的 蛋白 的 相对 表达 水 平 。 
1.2.6 Transwell 侵 袭 实验 检测 细胞 侵袭 和 迁移 能 力 使 
用 Transwell 检测 空白 处 理 对 照 组 .稳定 高 表达 AXIN 
组 .干扰 AXIN 的 稳定 高 表达 AXIN 组 细胞 的 侵袭 能 力 
变化 。 取 对 数 期 生长 的 Raji 细胞 ,经 过 胰 酶 消化 下 来 ， 
低速 离心 后 ,大 约 按 2x10: 细 胞 数 加 入 到 每 个 小 室 , 用 不 
含 血清 的 培养 液 进行 培养 ,放置 在 含有 10% 的 血清 培养 
液 的 24 孔 板 上 ,放置 在 5% CO,、37 % 封 闭环 境内 孵育 


24 h, 甲 醛 国定 20 min, 用 0.1% 结 晶 紫 染色 20 min, 用 
PBS 洗 3 人 遍 。 显 微 镜 (x200) 下 计数 迁移 至 滤 膜 外 表面 
的 细胞 数 , 取 平 均值 ,实验 重复 3 次 。 
1.3 统计 学 方法 

采用 SPSS19.0 统计 软件 ,数据 以 均 数 + 标准 差 表 
示 , 两 组 间 数 据 的 比较 采用 t 检验, 多 组 间 数 据 的 比较 采 
用 方差 分 析 , 组 间 两 两 比较 采用 Tukey 法 或 Dunnett's 
T; 法 进行 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 本 研究 
中 的 所 有 实验 均 重 复 3 次 。 


2 结果 
2.1 在 多 株 淋 巴 瘤 细 胞 株 里 AXIN、B-catenin、MMP7、 
MMP9 的 表达 情况 

用 RT-PCR 和 Western blotting 法 观察 多 株 淋巴 瘤 
细胞 株 里 AXIN.B-catenin .MMP7 .MMP9 的 mRNA 及 
蛋白 表达 情况 。 结 果 发 现 : 观 察 和 蛋白 水 平 ,Raji 细 胞 中 
AXIN 相对 低 表 达 ; 当 AXIN 升 高 时 ,PB-catenin .MMP7、 
MMP9 降 低 , 当 AXIN 降 低 时 ,B-catenin .MMP7、MMP9 
呈 升 高 趋势 (图 1)。 推 测 AXIN 与 B-catenin、MMP7、 
MMP9 呈 负 相 关 。 


A Ramos U937 Raji Daudi HUT78 SUK-6 


AXIN II ee ~ ee er—_ 
ne ee we 


mAXIN 


于 B-catein 


2 
| ®MMP7 
- 
| MMP9 
1 4 
0 ， _ - ， , 


Ramos U937 Raji Daudi HUT-78 SUK-6 


Relative mRNA level 
normalized to GAPDH 


1 在 多 株 淋巴 瘤 细 胞 株 里 AXIN、B-catenin、MMP7、 
MMP9 的 表达 情况 

Fig.1 Expression of Axin, B-catenin, MMP7 and MMP9 at 
the protein (A, Western blotting) and mRNA (B, gqRT- 
PCR) in different lymphoma cell lines. 


2.2 在 Raji 和 HUT-78 细胞 中 过 表达 和 干扰 AXIN 或 
B-catenin 对 MMP7、JMMP9 的 影响 
对 于 Raji 细 胞 组 分 空白 对 照 组 , pCMV5-HA- 
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Axin、 pcDNAS-His-B-catenin pcDNAS-His-B-catenin+ 
pCMV5-HA-Axin 这 4 组 ,HUT-78 细胞 组 分 空白 对 照 
组 .AXIN-shRNA、B-catenin-shRNA 和 AXIN-shRNA+ 
B-cateni-shRNA 这 4 组 。 采 用 RT-PCR 和 Western blot 
法 检测 各 个 基因 的 蛋白 及 mRNA 水 平 。 图 2A 结 果 显 
示 : 过 表达 Axin 的 细胞 中 ,B-catenin .MMP7、MMP9 重 
白水 平 较 空白 对 照 组 明显 下 降 , MMP7、MMP9 、 
B-catenin mRNA 未 变化 ;过 表达 B-catenin 的 细胞 中 ， 
MMP7、MMP9 和 蛋白 及 mRNA 水 平 较 空白 对 照 组 明显 


A Raji 
AH-Axin - + - + 
His-B-catenin - + + 


A ep Wp ep uD 


,a 
" 
"mr 着 
Tubulin 国生 


C HUT-78 


Axin-shRNA - 十 - 十 
B-catenin-shRNA - 十 


~ i i 


-mp = 
MMP9 pr—— yu 


B-catein 


升 高 ,而 Axin 未 见 明显 变化 ;过 表达 Axin 和 过 表达 
B-catenin 的 细胞 中 ,B-catenin .MMP7、MMP9 表达 较 过 
表达 B-catenin 组 明显 下 降 。 图 2B HUT-78 细胞 株 的 结 
果 与 Raji 细 胞 株 的 蛋白 水 平 结果 相反 ,mRNA 水 平 结果 
同样 说 明 Axin 不 影响 B-catenin、MMP7、MMP9 的 
mRNA。 说 明和 蛋白 水 平 , 升 高 Axin 可 以 下 调 B-catenin、 
MMP7、MMP9 的 表达 水 平 ,而 且 Axin 可 以 恢复 过 表达 
B-catenin 产 生 的 影响 。 
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图 2 在 Raji 和 HUT-78 细 胞 中 过 表达 和 干扰 AXIN 或 b-catenin 中 MMP7、MMP9 的 表达 情况 

Fig.2 Expression of MMP7 and MMP9 in Raji and HUT-78 cells after overexpressing and interfering AXIN 
or B-catenin. A: Protein expressions in Raji cells; B: mRNA levels in Raji cells; C: Protein expressions in 
HUT-78 cells; D: MRNA levels in HUT-78 cells. *P<0.05. NS: No significance. 


2.3 在 稳定 高 表达 AXIN 细 胞 中 干扰 AXIN 或 B-catenin 
对 MMP7、JMMP9 的 影响 

在 稳定 高 表达 Axin 的 Raji 细胞 中 ,分 四 组 分 别 
转 染 空白 干扰 片段 .AXIN-shRNA B-catenin-shRNA、 
AXIN-shRNA + PB-catenin-shRNA。 用 RT-PCR 和 Wes- 
tern Poe ne 各 个 基因 表达 情况 。 结 果 显 示 : 
构建 稳定 高 表达 Axin 的 Raji 细胞 株 成 功 ;干扰 Axin 的 
pCMV5 i 后 ， B-catenin .MMP7、MMP9 集 


白水 平 较 空白 干扰 组 明显 升 高 , MMP7、MMP9、 
B-catenin mRNA 未 变化 ;干扰 B-catenin 的 pCMV5- 
HA-Axin-Raji 后 ,MMP7、MMP9 表达 较 空 白 干扰 组 明 
显 下 降 , 而 Axin 未 见 明 显 变 化 ;干扰 Axin 和 PB-catenin 的 
细胞 后 ,B-catenin .MMP7、MMP9 表达 较 干 扰 B-catenin 
组 明显 升 高 (图 3)。 说 明 降低 Axin 可 以 上 调 B-catenin、 
MMP7、MMP9 的 表达 水 平 ,而 且 Axin 可 以 恢复 干扰 
B-catenin 产 生 的 影响 。 
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图 3 在 稳定 高 表达 AXIN 细胞 中 干扰 AXIN 或 
B-catenin 中 MMP7、MMP9 的 表达 情况 

Fig.3 Expression of MMP7 and MMP9 proteins (A) and 
mRNA (B) in cells overexpressing Axin after AXIN or 
B-catenin knockdown. *P<0.05. NS: No significance. 


Control 


2.4 AXIN 调 节 MMP7、MMP9 对 淋巴 瘤 细 胞 侵袭 能 力 
的 影响 

Transwell 侵袭 实验 结果 显示 :稳定 高 表达 Axin 组 
Raji 细 胞 穿 膜 细胞 数 48+2.74 明 显 低 于 空白 处 理 对 照 组 
90+6.63 及 干扰 AXIN 的 稳定 高 表达 AXIN 组 76+4.69 
(P=0.024, 图 4)。 


3 讨论 

在 全 球 范围 内 ,恶性 淋巴 瘤 的 发 病 率 近 30 年 来 已 
高 达 20/10 万 。 在 我 国 恶性 淋巴 瘤 也 已 是 常见 肿瘤 第 8 
位 ,发 病 率 高 达 6/10 万 ~7/10 万 。 而 且 淋 巴 细胞 分 布 
全 身 各 部 ,一 旦 恶变 ,手术 切除 效果 有 限 ,临床 治疗 需 结 
合 放 化 疗 呈 。 生 物 治疗 已 成 为 恶性 淋巴 瘤 的 第 四 治疗 
方式 。 无 论 何 种 治疗 方式 ,淋巴 瘤 的 浸润 和 转移 是 造成 
预后 不 良 患 者 死亡 的 主要 原因 。 本 文 从 转移 相关 基因 
MMP7、MMP9 开始 研究 ,进一步 研究 了 AXIN- 
B-catenin-MMP7/MMP9 转 移 机 制 轴 。 为 了 研究 AXIN 
在 淋巴 瘤 细胞 的 侵袭 和 转移 的 内 在 机 制 ,我 们 进一步 实 
验 发 现 改变 Axin 后 ,发 现 B-catenin 的 蛋白 含量 明显 发 
生变 化 ,而 B-catenin mRNA 水 平 无 明显 变化 ,证实 
AXIN 虽然 不 影响 B-catenin 的 转录 ,但 通过 诱导 其 降解 
可 以 显著 下 调 B-catenin 在 细胞 内 的 含量 ,这 与 其 他 实验 
室 的 研究 结果 一 致 。 

先前 研究 报道 过 ,肿瘤 细胞 发 生 侵袭 时 ,肿瘤 细胞 
通过 扩散 并 逐渐 侵入 细胞 外 基质 (ECM) ,肿瘤 细胞 和 
基质 细胞 通过 分 泌 和 蛋白酶 导致 ECM 的 降解 ,从 而 使 基 
底 膜 缺损 ,肿瘤 细胞 可 以 由 这 种 方式 进入 血管 ,向 远 处 


4 AXIN 调 节 MMP7、.MMP9 对 淋巴 瘤 细 胞 侵 效 能 力 的 影响 
Fig.4 Effect of Axin-mediated regulation of MMP7 and MMP9 on invasion ability of lymphoma cells. 


进行 转移 ,肿瘤 细胞 或 肿瘤 间 质 组 织 产生 降解 ECM 
的 主要 是 蛋白 水 解 酶 ,目前 认为 最 为 重要 的 是 基质 金属 
蛋白 酶 系列 (MMPs)"”。MMP7、MMP9 属 于 MMPs 家 
族 中 的 一 员 , 而 且 MMP7、MMP9 是 MMPs 家 族 最 重要 
的 蛋白 酶 之 一 ”。AXIN 与 肿瘤 的 转移 研究 并 非 我 们 首 
次 报道 ,AXIN 是 1997 年 从 一 种 称 为 Fused 的 小 鼠 突 变 


株 中 克隆 到 的 基因 呈 。AXIN 以 构架 蛋白 的 形式 在 
Wnt 信号 转 导 途经 中 起 负 调 节 人 作用。Xu 等 ”研究 认 
为 AXIN 的 表达 减少 与 肿瘤 的 TNM 分 期 和 淋巴 结 转移 
相关 ,并 是 食管 鳞 癌 进展 的 重要 原因 之 一 ,这 与 我 们 在 
淋巴 瘤 里 研究 一 致 。 非 小 细胞 肺癌 中 研究 存在 着 
AXIN 的 表达 减少 时 , 出现 B-catenin 的 核 著 积 和 肺癌 的 
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低 分 化 吕 ,我 们 在 淋巴 瘤 中 研究 也 发 现 AXIN 与 
B-catenin 呈 负 相关 。 大 量 研究 证 实 AXIN 能 与 Wnt 信 和 号 
途径 中 的 许多 成 员 相 互 结合 从 而 影响 wnt/B-catenin 信 
号 通路 影响 细胞 的 功能 。B-catenin 是 经 典 的 cadherin- 
catenin 复 合体 和 Wnt 通 路 的 重要 成 员 , 其 异常 蓄积 对 肿 
瘤 的 恶性 增殖 和 侵袭 转移 有 重要 作用 ”2。AXIN 作为 
调控 B-catenin 和 蛋白 降解 的 关键 分 子 , 对 保持 Wnt 通 路 的 
低 活性 状态 ,调节 细胞 的 增殖 和 凋 亡 具有 重要 作用 3。 
这 与 我 们 研究 结果 相 一 致 ,说 明 AXIN 在 诱导 B-catenin 
降解 和 分 布 ,抑制 肿瘤 发 生 ,发展 和 侵袭 方面 发 挥 重 要 
作用 。AXIN 与 MMP7.MMP9 的 关系 并 没有 学 者 研究 
过 ,我 们 首次 在 实验 中 发 现 AXIN 相 对 低 表 达 的 Raji 细 
胞 中 转 染 过 表达 AXIN 质粒 后 ,与 侵袭 相关 的 靶 基 因 
MMP-7.MMP9 表 达 减 少 ,进而 导致 淋巴 瘤 细 胞 的 侵袭 
转移 能 力 减 弱 ,而 共 转 染 B-catenin 质粒 会 使 淋巴 瘤 细 胞 
的 侵袭 转移 能 力 恢复 ;在 稳定 高 表达 AXIN 的 Raji 细 胞 
中 转 染 Axin-shRNA,MMP7、MMP9 表 达 上 升 ,进而 导 
致 淋巴 瘤 细 胞 的 侵袭 转移 能 力 增强 , 当 共 转 染 
B-catenin-shRNA 会 使 淋巴 瘤 细 胞 的 侵袭 转移 能 力 下 
降 。 证 明 B-catenin 在 AXIN 和 MMP7.MMP9 之 间 起 着 
桥梁 作用 。 

综 上 所 述 ,肿瘤 细胞 浸润 转移 过 程 中 最 为 重要 的 过 
程 无 疑 是 ECM 的 降解 导致 的 ,研究 已 证 实 MMPs 是 降 
解 ECM 的 重要 蛋白 水 解 酶 家 族 , 能 降解 ECM 和 BM 所 
有 成 分 从 而 导致 肿瘤 细胞 的 侵 柳 和 转移 *“*。 而 且 我 们 
首次 证 实 AXIN 通 过 B-catenin 调控 侵 秦 相 关 的 靶 基 因 
MMP-7 .MMP9 的 表达 ,进而 影响 淋巴 瘤 细 胞 侵 秦 转移 
能 力 。 本 研究 阐述 了 AXIN 抑制 淋巴 瘤 细胞 的 侵袭 转 
移 能 力 的 机 制 ,为 淋巴 瘤 靶 向 治疗 提供 了 新 的 理论 依据 
和 实验 基础 。 
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